Bestimmung der Fischart durch Hochleistungs-Flüssigchromatographie der wasserlöslichen Fischmuskelproteine by Rehbein, Hartmut
Bestiruruung der Fischart durch Hochleistungs-flüsaigchromatographle
der wasserlösllchen Fischmuskelprotelne
Eine große Anzahl verschiedener Fischereiprod u kte wi.rd in einer Zubereitungsform ge-
handelt. die die ursprünglich verarbeitete Tierart nicht mehr erkennen läßt; Fischstäb-
chen,  Räucher lachs-  Scheiben und Thu nf lsch-  Konserven l ie fern nur  e in ige Beispie le aus
dieser P roduktvielfalt. Da äußere E rschein u ngsmerkmale fehlen, werden chemische Me-
thoden zur  Bis t immung der  T ierar t  herangezogen.  wobei  s ich d ie e lekt rophoret ische
Untersuchung der  Eiweiße besonders bewährt  hat  (MACKIE,  1980) .
In  den le tz ten Jahren hat  d ie Etekt rophorese a ls  Methode zur  Trennung und Charakte-
r rsrerung von Prote inen e ine starke Konkurrenz durch d ie Hochle is tun gs-Flüss igchro-
matographie (HPLc)  erhal ten.  Di .e  HPLC zeichnet  s ich durch Ein satzmögl ich ke i t  verschie-
dener  Trennpr inz ip ien aus.  d ie s ich Unterschiede im Molgewicht ,  der  e lekt r ischen La-
dung oder  Hydrophobiz i tä t  von prote inen zunutze machen (SEIPKE et  a l . ,  198G).
Ein Vor te i - l  der  HPLC gegenüber der  GeIeIe k t rophorese besteht  in  der  le ichteren undgenauer:en Q uantifizierbarkeit der Ergebnj.sse. Es !.rurde daher geprüft. ob und r.rieweit
s ich d ie HPLC der  wasser lös l ichen Fischmu skelprote ine zur  Ar tenbest immung heranzie-
hen läßt .  Abgesehen von den Ergebnissen e iner  amer ikanischen Arbei tsgruppe (oSMAN
et aI . ,  1987) .  d ie mi t  umkehrphasen-chromatographie zur  Auf t rennung der  sarkoplasma-
t ischen Fischprote ine arbei te te,  I iegen noch keine Er fahrungen auf  d iesem Gebiet  vor .
z \ te i  Umkehrphasen-SäuIen und e ine Ionenau stauscher-  S äule wurden auf  ihre Eignung
getestet' aussagefähige und artspezj.fische Chromatogramme zu Lefern. Experimentelle
Einzelhei ten zur  Extrakt ion und HPLC der  Prote ine s ind im Abschni t t  "Mater i .a l  und Me-
thoden" am Schluß d i .eser  Arbei t  beschr ieben.
Die Abbi ldungen 1A-c ze igen d ie chromatogramme der  wasser lös l ichen prote ine aus der
rohen,  vre ißen Muskulatur  des Kabel jaus.  Bei  den säulen Hi-pore Rp-304 (Bio-Rad) und
PLRP-s 300 (Polymer Laborator ies)  hander te es s ich um umkehrphasen-säuren,  während
SynChropak AX 300 mi t  e inem Anione naustauscher  gefü l l t  war .  Hins icht l ich Anzahl  undAuf lösung der  Peaks l ie fer te d ie Hi -Pore RP 304-säule d ie besten Ergebnisse.  n icht  nur
für  Kabel jau,  sondern auch bei  anderen Fischar ten (s iehe Tabeue 1) .
Die A n ione naustauscher-  säule ergab nur  bei  denjenigen Fischar ten brauchbare Ergeb-
nisse, die überwiegend saure und neutrale sarkoplasmatische protejne besitzen; dazu
zählen Kabel jau und seer .achs (Abb.  2 A) ,  n icht  aber  Fore l le ,  Lachs und Makrere(REHBEIN und vAN LESSEN. 1989) .Die dre i  le tz tgenannten Fischär ten enthat ten großeMengen wasserlöslicher, basischer Muskelproteine, die an einer Anionenaustauscher-Säule naturgemäß kaum zurückgehal ten werden (Abb,  2 B) .
Rohe Fi lets der forgenden Fischarten wurden untersucht:  Kaberjau (cadus morhua),seelachs ( Pollachius virens), Hering (clupea harengus), Makre).e (scomber scombrus)lAtlantischer Lachs (sarmo.sa,a4 una Reg:enbogenfor ere (oncorniiiius riynss, trtrrersalmo qairdneri). Alre sechs Fischarten üerertln mit beiden u*x"r.,rpr,"*"_ säulen spe_
zre s- spe zi f ische chromatogramme; Synchropak Ax 300 war jedoch nur für Kabel jaufseelachs, Hering und -  mit  Einschräkungen -  Makrele aus den oben er läut€rten Grün-den geeignet.
8 3  b  i o . a d  8 3 . 8 15 8 8 . 8 '
445.EA
6AA.48
V
2
i
V
1
t ,
r ii ,\,\.--. 
---,-.tt*-.-.-** r-L
/ t 4 5 . 8 8
294.AA
1 3 5 . 8 9
2 9 A . A A
1 3 5 . 8 8
6 . 8 A
1  . 6 r . 8 9  t 7 : 2 9 : 2 4
3
i
i I
i i
i l
26.9A
664 .AA
4 { 5 . 8 8
2 A . A A
c
A b b .  1 r  c h r o n a t o g r a n m e  d e r  w a s s e r l ö s l i c h e n  p r o t e i n e  a u s  d e r  r o h e n ,  w e i ß e n
M u s k u l a t u r  d e s  K a b e l j a u s  m i t  v e r s c h i e d e n e n  H P L C - S ä u l e n .
A :  S ä u l e  H i - P o r e  R p  3 0 4  ( B i o - R a d ) ;  B :  S ä u I e  p L R p - S  3 O O  ( p o l y m e r
L a b o r a t o r j . e s ) ;  C :  S ä u l e  S y n c h r o p a k  A X  3 o o .  O r d i n a t e :
D e t e k t o r s i g n a l  ( m V ) ,  A b s z i s s e !  R e t e n t i o n s z e i t  ( m i n ) ;  d a s  D r e i e c k( V  )  i n  A b b .  1  A  u n d  B  n a r k i e r t  d e n  p e a k  d e s  z u g e - s e t z t e n
P r o t e i n s t a n d a r d s  ( R i b o n u c l e a s e  )  .
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A b b .  2 : A u f t r e n n u n g  d e r  s  a  r  k  o  p  I  a  s  m  a  t  i  s  c  h  e  n  p r o t e i n e  v o n  S e e  1
u n d  M a k r e l e  ( A b b .  2 B )  d u r c h  A n i o n e n a u s t a u s c h e r _ H P L C
S y n c h r o p a k  A X  3 0 0 .  B e z e i c h n u n g  v o n  O r d i n a t e  u n d  A b s z
A b b .  1 .
a c h s  (  A b b  .  2 A  )
n i t  d e r  S ä u l e
i s s e  w i e  b e i
Die mi t  der  Säule Hi -Pore RP-304 erhal tenen Chromatogramme s ind in  den Abbi ldungen
3 A-F dargestellt; zur besseren vergleic hbarkeit der Daten wurde jedem Extrakt vor
der  Probenaufgabe e in Prote in s landard,  Ribonuclease aus Rinderpankreas,  zugemischt .
Die aus den chromatogrammen berechneten relativen Retentionszeiten und prozentualen
Peakf lächen s ind in  Tabel le  2 aufgeführ t .  Aus den großen standardabwej .chungen für
die Retentionszeiten ist ersichtlich, daß eine Probe unbekannter Fischart nicht allein
aus einem Vergleich mit Rententionszeiten von Referenzchromatogrammen identifiziert
werden kann.  B erücks icht igung von Anzahl  und Fläche der  peaks sowie Einspr i tzung
eines E xt raktgemische s von Probe und Referenzprobe s ind empfehlenswert  zur  s icheren
Ide ntifizierung.
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T a b e l l e  1 :  V e r g l e  j - c h  d e r  A n z a h l  d e r  p e a k s ,  d i e  b e i  d e r  C h r o m a t o _
g r a p h i e  m i t  d e n  U m k e h r p h a s e n - S ä u l e n  p L R p _ S  3 O O  u n d
H i - P o r e  R p  3 0 4  e r h a l t e n  n u r d e n .
A n g e g € b e n  s i n d  d i e  g e r u n d e t e n  M i t t e l v r e r t e ,  i h r e  S t a n d a r d _
a b w e i c h u n g  u n d  d i e  Z a h l  d e r  C h r o m a t o g r a p h l e l ä u f e .
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A b b . 3 :
Vergleich der Chromatogramme
verschiedener  F ischar ten.
Säule:  Hi -pore Rp 304.
A:  Her ing,B:  Makre le,
Cr  Kabel jau,  D:  Seelachs,
E:  Lachs,  F:  Regen bogenfore l le .
Bezeichnung von Ordinate,  Abszisse
und Prote instandard wie bei  Abb.  1.
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T a b e l l e  2 :  K e n n z a h r e n  f ü r  d i e  n i t  d e r  s ä u l e  H i - p o r e  R p  3 0 4  e r h a l t e n e nC h r o n a t o g r a n n e  ( A b b .  3  A - E )  v e r s c h i e d e n e r  F i s c h a r t e n .
D i e  r e l a t i v e  R e t e n t i o n  i s t  d e f i n i e r t  a l s  O u o t i e n t  a u s  d e rR e t e n t i o n s z e  i  t  e i n e s  p e a k s  u n d  d e s  S  t  a  n  d  a  i  d  p  r  o  t  e  i  n  s( R l b o n u c I e a s e ) ;  i h r e  S t a n d a r d a b r v e i c h u n g  U e t i u g  + / _  o , O B .
D i e  a n g e g e b e n e n  D a t e n  f ü r  d i e  r e l a t i v e  R e t e n t i o n  u n d  d i ep r o z e n t u a l e  p e a k f l ä c h e  s t e l l e n  M i t t e l w e r t e  a u s  j e w e i l s  2H P L C - L ä u f e n  f ü r  e i n e  F i s c h a r t  d a r .  E s  s i n d  n u r  ä i " 1 u n r g " . ,
-  P e a k s  a u f g e f ü h r t ,  d e r e n  F 1 ä c h e n a n t e i l  a n  d e r  G e s a m r - n r ö i ' a i  n -
f 1 ä c h e  ü b e r  S %  1 a q .
flschart Peak-Nr. ;  re lat ive Retent ion a) ;  F lächeb)
(% Gesantprote infläche )
Gesamtfläche
(mV x min )
Seel -achs
Makre 1e
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Regenbogen-
fore l le
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Fischfleisch wird als gar bezeichnet, wenn beim Erhitzen eine Kerntemperatur von Tooc
erreicht wurde' Bei dieser Temperatur sj.nd die meisten sarkoplasmatischen proteine de-
natur ier t  und ausgef lockt  (GIRIJA und REHBEIN,  1988) .
Die chromatogramme der gegarten Fischproben zeigten bei a,llen Arten nur wenigePeaks (Abb'4) ,  d ie  aufgrund ihrer  ähnr ichen Retenuonszei ten keine Ar tenbest immung
er laubten '  Zu ähnl ichen schlüssen gelangten auch osMAN et  aI .  (1987)  anhand ihrer  Da-ten;  d iese Autoren ber ichten außerdem. daß aus dem gle ichen Grunde d ie HpLc mi t  der
vorliegenden Methode zur s pe ziesidentifizierung bei Konserven nicht brauchbar war.
Fischprodukte muß also entweder eine andere Hplc_Variante un_E xtraktion smitteln wie Härnstoff und 2_Mercaptoethanol entwickelt
man setzt die Elektrophorese ein. Die isoelektrische fokussierung lleferteErgebnisse (MACKIE 1980;  NETI  und REHBEIN,  1988) .
Zur Analyse gegarter
ler  Zuhi l fenahme von
werden.  oder
hierbei gute
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A b b .  4 :  C h r o m a t o g r a m m  d e r  w a s e r l ö s l i c h e n  P r o t e  j - n e  a u s  g e g a r t e m  F i s c h -
f i l e t .  E x t r a k t e  a u s  d e r  w e i ß e n  M u s k u l a t u r  v o n  e r h i t z t e n  s e e l a c h
f i l e t  w u r d e  m i t  d e r  S ä u l e  H 1 - P o r e  R P  3 0 4  u n t e r s u c h t .  B e z e i c h n u n
v o n  O r d i n a t e ,  A b s z i . s s e  u n d  P r o t e j - n s t a n d a r d  w i e  b e i  A b b '  1 .  D e r
V e r g l e i c h  n i t  d e m  C h r o m a t o g r a m n  d e s  r o h e n  f  i s c h m u s k e l " s  ( A b b .  3
z e L g t ,  d a ß  d i e  P e a k s ,  d i e  v o r  d e m  P r o t e i n s t a n d a r d  e l u i e r t  w u r d e
w ä h r e n d  d e s  G a r u n g s p r o z e s s e s  e n t s t a n d e n  o d e r  i n  L ö s u n g  g e g a n g e n
s i n d .  D i e  r e l a t i v e  R e t e n t i o n  d e r  P e a k s  N r .  4 , 5  u n d  6  d e s
c h r o n a t o g r a n n e s  b e t r u g  7  t 7 3 ,  L , 8 4  u n d  1 . 8 8 .
Schlu ßfo lqeru nqe n
FischartbesLimmu ng bei unbehandelten Produkten läßt sich durch HPLC der wasser-
lös l ichen Prote ine durchführen;  besonders geeignet  dazu s ind Umke hrphasen -  SäuIe n.
Demgegenüber is t  d ie  HPLC mi t  den h ier  beschr iebenen AnaLysengängen zur  Untersu-
chung gegar ter  Eischproben noch n icht  geeignet .
Die HPLC. die in vielen Laboratorien inzwischen al.s Routinemethode eingesetzt wird,
kann auch als Alternative zur Elektrophorese bei der ldentifizierung der fischart vc
Rohprodukten Anwendung f inden.  Sie erre icht  jedoch zur  ze i t  noch n icht  d ie Di f fere:
zieru ngsfähigkeit und die Vielfalt der AnwendungsmögLichkeiten der isoelektrischen I
kuss ierung.
Material und Methoden
Die untersuchten Fischproben stammen von Forschungsreisen oder rturden als Ganz-
fisch bezogen.
Garen der Filets erfogte in einem Mikrowellengerät (Leistung: 500 w); 100 g - Portior
wurden 2 min im Weckglas erh i tz t  und sensor isch auf  ausre ichende Garung überprüf
Zur HPLC wurde die folgende Geräte konfiguration eingesetztl
Pumper CM 4000 (LDC/Mi l ton Roy)  mi t  Gradientenmisch ung auf  der  Niederdruc ksei te ;
Detektor! Spectro-Monitor 3000 (LDC/Milton Roy)t
die Aufzeichnung und Ausi.rertung erfolgte mit dem Pe Integration Pack (Kontron).
Chromato graphiebedin gun gen:
1. Umkehrphasen-Säule, Ca - belegtes Silicagel, Hi-Pore RP 304, 25O x 4t6 mm, ge-
schützt durch eine Micro-Guard - Kartusche, die mit dem gleichen Material gefüIlt wi
(Bio-Rad,  Richmond,  Kal i forn ien)  (0SMAN et  a- t .  1987) .  E lut ionsbedingungen !  Lösung A
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bestand aus 0.1% (v/v) Tr i f luoressigsäure (TFE),  Lösung B enthiel t  Acetoni tr i l -Wasser-
TFE im volumen verhä, l tn is 95:5:0,1.  Es wurde ein l inearer Gradient von 20-70? !ösung B
in 40 min gefahren; Flußrate:  1,5 ml/min. Die Detekt ion erfolgte bei  220 nm,
2'  umkehrphasen- s äule.  gepackt mit  einem makroporösen (300 A) copolymerisat aus po-
Iystyrol  und Divinylbenzol,  PLRp-s 3oo, 250 x 4.6 mm (polymer l ,aborator ies.  church
Stret ton),  Vorsäule,  Elut ionsbeding u nge n und Detekt ion wie bei  punkt 1.
3 '  A nionenaustausc her- säul .e/  synchropak Ax 3oo. 250 x 4,6 mm. geschützt  durch eine
vorsäule (10 x 4,5 mm), die das gleiche Mater ial  enthiel t  (M. crom. Herrenberg).  EIu-
t ionsbedingungen: Lösung A enthiel t  10 mM Natr iumphosphat pH i ,z,  Lösung B i_ M Nactin Fhosphatpuffer;  mit  e iner Flußrate von 1,0 ml/min wurde zunächst 2 min lang Lö-
sung A durchgepumpt und dann ein Linearer cradient so angelegt,  daß 1oo % Lösung B
in 30 min erreicht wurden. Die Detektion erfolgte bei 220 nm.
Für die umkehrphasen-chromatographie wurden die sarkoplasmatischen proteine der
hellen Muskulatur mit destilliertem Wasser extrahiert. Mit Hilfe eines ultra-Turrax wur-den 10 g l4uskulatur mit 20 ml wasser homogenisiert; das Gemisch wurde hochtourig
zentr i fugiert  (MSE 18. Rotor 69 LBz, s oc, 30 min. 18 o0o upm); der überstand wurde
mit  rFE auf pH 2 angesäuert  und anschl ießend durch ein Membranf ter (0.2 um) gege-
ben; 20 ul  Fi l t rat  wurden zur HPLC eingespri tzt .
Zur Io ne n au stau sch-c hromatographie erfolgte die Extraktion mlt 10 mM NatriumphosphatpH 7'2;  der Ze ntr i fugat ionsü berstand wurde gegen diesen puffer dialysiert  (2 mal ge-gen ein jerrrei ls 1oo-faches volumen; Dialyseschlauch von spectr .por * i t  e iner Aus-
schlußgrenze von 6-8 KDalton). sterilfiltriert und eingespritzt r^r.j.e oben beschrieben.
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